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論文内容要旨
一
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目的
 腱鞘巨細胞腫(以下GCTTS)は,紡錘形および多辺形の単核細胞,泡沫細胞,多核巨細胞な
 どの多様な細胞成分により構成されている。しかし,起源に関していまだに不明であり,細胞培
 養株も報告されていない。また,GCTTSにおいて,多核化の機序はいまだに明らかではなく,
 現在まで組織形態学的に細胞癒合と細胞無糸分裂という2つの説が唱えられているものの,未だ
 に知られていない。本研究の目的はヒトGCTTSから細胞株を樹立しその性状を観察し,さらに
 培養細胞において細胞膜の蛍光染色を行い,多核化の機序を解明することである。
謹
 ,
聖
方法
 7歳,女性。右足関節に発生したGCTTS組織を細切し,ヌードマウス(BALB/c,nu/肌1)の
 背部皮下に異種移植した。4ヶ月後,腫瘤形成がみられたため,マウス間の継代とともに細胞培
 養も行われ,10%ウシ胎児血清加MEM(modifiedEaglemedium)を培地に用い,trypsi11処
 理により継代培養された。また異種移植株,培養細胞にはそれぞれHE染色,免疫染色
 (vimentin,cytokerati11,alpha-!-antitrypsi11,1ysozyme,CD68(KP-1))が行われた。さらに
 微細構造の確認のため,電子顕微鏡による観察が行なわれた。培養細胞に関しては,倍加時間の
 計測,染色体検査,DNAfil/gerprinting法によるヒト由来の同定がなされた。さらに培養細胞
 を2群に分け,それぞれ別の蛍光色素(PKH-2緑色,PKH-26赤色,ともにZynaxisCell
 Science社製)を用い,細胞膜の蛍光色素染色を行った。次に2群を混合し,蛍光顕微鏡を用い
 て観察した。
結果
 手術時摘出腫瘍は30×25×15mn1の辺縁明瞭な黄褐色を呈し,割面は出血や壊死がみられた。
 組織像では類円形,紡錘形,多辺形の単核細胞と多核巨細胞がみられ,単核細胞が多核巨細胞に
 癒合する像が確認された。ヌードマウスヘの異種移植株では初代,2代,3代目ともに黄色から
 灰色の柔らかな組織だった。組織像では単核細胞のみ見られ,多核巨細胞は確認されなかった。
 培養細胞では初代において紡錘形,多辺形の単核細胞のみ見られた。3代目より多核巨細胞が出
 現し,以降,継続的に多核巨細胞が確認された。光学顕微鏡,位相差顕微鏡において,単核細胞
 が多核巨細胞に癒合していく像が捉えられた。免疫組織化学染色では原発腫瘍では単核細胞,多
 核巨細胞ともにvimelltinが陽性,CD68,lysozyme,alpha-1-antitrypsinが一部陽性だったが
 cytokeratinは陰性だった。ヌードマウスヘの異種移植株では単核細胞がvimentinと
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 cytokeratinに陽性だったが,CD68,1ysozyme,alpha-1-alltitrypsinは陰性だった。細胞培養
 株は単核細胞,多核巨細胞ともにvimellth1が陽性,cytokerati11,CD68,1ysozyme,alpha-1-
 anti七rypsi11は陰性だった。電子顕微鏡では培養細胞は,単核細胞,多核巨細胞とも細胞内小器
 官について同様の構造を示していた。細胞の倍加時間は150時間だった。染色体検査ではX,X,
add(3)(q23),add(5)(q33),add(7)(P22),de1(10)(P11),i(12)(q10),add(17)(p13),
 a〔ld(22)(q13)であり,DNAfingerprinting法も併用し,ヒト由来であることが確認された。
 細胞膜の蛍光色素染色では4日目,14日目のいずれも,二重蛍光染色による観察で,単核細胞は
 緑(PKH-2)または赤(PKH-26)のいずれかに染色されていた。一方,多核巨細胞は緑と赤の
 モザイク状を呈していた。
考察
 骨巨細胞腫の細胞培養に関する報告の中で,多核巨細胞が単核細胞と共存する例もみられるが,
 いずれも継代するうちに多核巨細胞が消失し,単核細胞のみになると記載されている。GCTTS
 に関しては培養株樹立の報告はみられない。我々はGCTTSにおいて多核巨細胞を有する培養株
 を初めて樹立した。また,我々の症例では,ヌードマウスヘの異種移植が可能であったことから,
 GCTTSが腫瘍性病変の可能性が示唆された。さらに組織像,免疫組織化学染色から,組織球的
 性格を有さない単核細胞が真の腫瘍細胞である可能性が考えられた。多核化の機序に関しては,
 我々の実験では細胞膜の蛍光色素染色において,単核細胞が細胞癒合して多核巨細胞に変化する
 像が確認されたことから,後者の説が示唆された。多核化を誘導する液性因子に関していまだに
 不明であるが,我々の実験では紡錘形単核細胞が何らかの液性因子を介して多核化を誘導してい
 る可能性が示された。
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 審査結果の要旨
き
 腱鞘巨細胞腫は細胞培養株が報告されておらず,また多核化の機序が明らかでなかった。
 そこで,本研究は先ず培養細胞株の樹立に挑んだ。7歳,女児の右足関節に発生した腱鞘巨細
 胞腫の組織を,ヌードマウスの背部皮下に異種移植し,形成された腫瘤からマウス間の継代とと
 もに細胞培養に成功した。異種移植株では初代～3代で単核細胞のみがみられ,多核巨細胞は確
 認されなかった。一方,培養細胞では紡錘形,多辺形の単核細胞のみがみられ,3代目より多核
 巨細胞が出現し,光学顕微鏡,位相差顕微鏡で単核細胞が多核巨細胞に癒合していく像が捉えら
 れた。細胞培養株は単核細胞,多核巨細胞ともにvimen七inが陽性,cytokeratin,CD68,
 1ysozyme,alpha-1-antitrypsinは陰性であった。電子顕微鏡では培養細胞は,単核細胞,多核
 巨細胞とも細胞内小器官について同様の構造を示した。
 次に,培養細胞を2群に分け,細胞膜の二重蛍光染色を行って多核化の機序解明に挑んだ。そ
 れぞれに別の蛍光色素染色(PKH-2緑色,PKH-26赤色)を施した後に混合すると,単核細胞
 は緑(PKH-2)または赤(PKH-26)のいずれかに染色され,多核巨細胞は緑と赤のモザイク状
 を呈した。
 即ち,本研究は①ヌードマウスヘの異種移植に成功したことから,腱鞘巨細胞腫が腫瘍性病変
 であることを明らかにした。②多核巨細胞を有する培養株を初めて樹立した。③組織像,免疫組
 織化学染色で,組織球的性格を有さない単核細胞が真の腫瘍細胞であることを示唆する所見を得
 た。④多核化の機序に関しては,細胞無糸分裂でなく,単核細胞が細胞癒合して多核巨細胞とな
 る組織像とその確証となる二重蛍光染色のモザイク像を得た。これらの成果はいずれも極めて先
 駆的である。よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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